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び typeIIGF レセプターとの結合に重要なアミノ酸 Tyr 27 が Leu に置換され，これらのレセプターへの反応性を
失った [Leu2 7J ー IGF- II アナログを用いて type2 IGF レセプターの機能を調べた。その結果，このアナログで type2
IGF レセプターのみを特異的に刺激しても活性はインスリンよりも小さく， type2 IGF レセプターは増殖及び代謝
活性発現にまったく関与していないことが明らかとなった。以上の結果から，本バイオアッセイ系での反応はほぼ type1
IGF レセプターのみに媒介されていることが明らかとなった。
次に， IGFBP作用の研究の前段階として，細胞の IGFBP 産生を調べた。細胞の順化培養液を直接ウエスタンリ
ガンドブロットにより調べると，かすかにしか IGFBP が検出されなかった。さらに， IGFBP と結合しない変異型
IGF-1 の des (1-3) -IGF-I (N 末端 3 残基が欠失した IGF- 1 )は IGFBP による限害を受けないので天然
型の IGF- 1 に比べ活性を発現するはずであるが，本バイオアッセイ系では天然型 IGF- 1 とほぼ同ーの活性を示し
た。この結果も，細胞による IGFBP の産生が微量であることを示している。このように，アッセイに用いた細胞は
内因性 IGFBP の産生がほとんどなく，その影響の考慮する必要がない。
このようなアッセイ系のうちグルコース消費をみる代謝促進アッセイを用い， IGFBP-1 及び- 3 の作用から IGFBP
の生物学的機能を推定した。まず，細胞に IGF と IGFBP を同時添加し， IGFBP の作用を調べると， IGFBP-3 は
IGF-ll に強い阻害作用を示したが， IGFBP-1 は IGF- 1 及び-ll の両方にほぼ同等の阻害作用を示した(IGFBP­
l の IC 50 : 1 ng/ml IGF に対し 100'"'-'200ng/ml; IGFBP-3 : 1 ng/ml IGF-1 に対し >250ng/ml ， IGF-II では
30ng/mD。インスリンには影響がなく，この阻害強度は， IGFBP と IGF との親和性でほぼ説明できる。ところが，
IGFBP の添加スケジュールを変え， IGF 添加24時間前に IGFBP を加えて前培養し洗浄後， IGF と IGFBP とで
同時刺激すると， IGFBP 慣 1 は同時添加時と同等の結果であったが， IGFBP-3 では同時添加のみよりも悶害効果が
増強され，特に IGF- 1 に対する阻害作用は約50倍も上昇した(前培養無→有の IC õo : O.1ng/ml IGF-1 , 160• 
3 ng/ml; 1 ng/ml IGF-ll , 30→ 15ng/mD。細胞を IGFBP と前培養後， IGF のみにより刺激すると IGFBP の
影響はほとんどないか， ~~~、ものであった。このように，前処理等 IGFBP 添加スケジュールに応じ作用強度の変化
は見られたが，調査した IGFBP- 1 及び- 3 は共に， IGF 活性に対して阻害作用を示した。これら IC 50 と生理的血
中 IGFBP 濃度との比較から， IGFBP-1 はこれのみでは生理条件下で阻害作用を発揮できないが， IGFBP-3 は阻
害作用を発揮しうると推定された。
本来 IGFBP は細胞により産生されるので，細胞は IGF 刺激の前にすでに IGFBP の前処理を受けた状態にある
と考えられる。 IGFBP- 3 存在下での前培養が特徴的な影響を示したことから，より生理的条件に近いと考えられる
内因性 IGFBP の作用を調べるため，上記細胞にヒト IGFBP- 3 遺伝子を導入した (Tx-BP- 3 細胞)。この細胞は
IGFBP-3 を産生するのに加えて，倍化時間がプラスミドのみを導入した対照細胞に比べ2. 5倍長く (Tx-BP- 3 細
胞2. 8:t 0.4 日及び対照細胞l. 1:t O. 2 日) ，飽和細胞密度も 4 分の l と増殖が抑制された (3.8 ::1::: 0.5 X 10 4及びl. 0 ::t
O. 1 X 10 4細胞/dish)。このように，内因性 IGFBP- 3 も増殖抑制因子として働くことが明らかとなった。この抑制
作用は IGFBP- 3 の影響を受けないインスリンを用いても回復しなかったので， IGFBP-3 がリガンドと type lIGF
レセプターの結合を阻害しているわけではな L 、。
以上の結果より， IGFBP-1 及び- 3 は血中において相互作用によりそれぞれ IGF 活性の微調節及び主調節作用を










(1) IGF-1 の増殖及び代謝促進活性を BALB/c3T3を用いるバイオアッセイで検討した結果， 2 つの活性はいずれ
も TypelIGF レセプターを介して発現されている。
(2) IGFBP-1 及び 3 のを外図的に添加するといずれも IGF の活性を阻害する。
(3) 内因性 IGFBP の機能をしらべる目的で IGFBP- 3 の遺伝子を BALB/c3T3細胞に導入したところ，倍化時間
は2. 5倍長くなり，増殖も抑制され， IGFBP-3 は増殖に対して負の調節因子として働いていることが明らかになっ
fこ O
以上のように本論文は IGF の作用機構とその生理的調節を知る上で大きく寄与する成果を得ており，博士論文と
して価値あるものと認める。
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